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　　The　nature　of　lactate　dehydrogehase（LDH），（L－lactate：NAD　oxidoreductase，　EC，1，1，1，27）has　been
found　to　consist　of　twQ　parent　types　and　three　hybrid　forms．　The　two　parent　types　are　H4　and　M4，　and
the　hybrids　may　be　referred　to　as　H3M，　H2M2，　and　HM3　which　corresponds　to　the　random　association
of　subunits　in　tetramer．　Usi且g　pig　LDH　preparations，碗窃彦プ。　molecular　hybridization　was　performed．
Ωuantitation　of　the　resulting：isozyme　distributions．　and　a　cQmparisoll　with　that　expected　from　the　binomial
distribution　demonstrated　that　random　association　Qf　subunits　occurred　as　proposed　by　Markert，　Based
oh　this　concept，　the　LDH　isozyme　patterns　and　LDH　pl　isozyme　patterns　of　normal　adult　livers，　fetal
livers　and　hepatoma　tissues　were　studied．　The　isozyme　patterns　in　hepatom、a　were　of　an　intennediate
type　between　normal　adults　and　fetal　livers．　The　LDH　sub皿it　compositions　of　normal　human　livers
were　similar　to　a　1：9mixture　of　pig　LDH－H4　and　LD正｛一M4，　however，　those　of　hepatQma　tissues　were
similar　to　the　mixture　with　a　broad　range　of　1：2～1＝5．
　　The　results　observed　above　suggest　that　the　LDH　isozyme　patterns　of　hepatoma　tissues霞how
“fetalism”，　which　is　based　on　the　proportional　increase　of　H　subunit．　It　appears　that　the　wide
且uctuation　of　LDH　isozyme　patterns　observed　in　the　hepatoma　tissues　are　due　to　the　varieties　of　relative
amounts　of　the　LDH－H　and　LDH－M　subunits．（Received　December　2，1977　and　accepted　January　18，1978）
1．　緒 言
　乳酸脱水素酵素（L－1actate：NAD　oxidoreductase，
EC　1，1，1，27，1actate　dehydrogenase，　LDH）はNAD，
NADH2を補酵素とし，　pyruvate十NADH十H＋書
Iactic　acid＋NAD＋の反応を触媒する酵素で，解糖系の
末端に位置し，生物界に広く分布している・本酵素は，1919
年，Meyerhof1）により筋で発見され，1940年Straub2）
により牛の心より抽出，結晶化された．1954年，Hill　and
Levi3）により，腫瘍性疾患における血清LDH活性の上
昇が報告され，以後，各種疾患における血清LDH活性の
変動が検討され，悪性腫瘍のみならず，急性心筋硬塞，腎
硬塞，肝疾患，血液疾患でも著明に上昇することが認めら
れた．1959年，Markert　and　Mφller4）は，電気泳動法
によるLDHの分離を試み，　isozymeの概念を提唱し，
LDHが2種類のsubunitからなるtetramerであり，
電気泳動的に日動度の異なる5種類のiSQzymeからなる
ことを明らかにした．以来，LDHに関する広汎な業績の
集積がなされてきた．isozymeの分析には，カラムクロ
マト法，各種の電気泳動法的手技が使用されてきたが，特
殊なcarrier　ampholyteを使用する等電点分画法（lso－
electric　focusing，　IEF＞の出現により，　LDH　isozylne
が更に異なった分画態度を示すことが注目され，いわゆる
pl　isozymeとして検討が加えられてきた．特に，　S－LDH
活性の上昇する人癌例では，特徴あるpl　isozyme　pattern
の出現が報告され，動物実験でも，福田ら5・6），片山ら7）
は，ラッ1・を使用した3ノーMe－DAB肝癌に関する研究で，
IEF法の高分離能により，　LDHにおいても癌組織内に胎
仔型isozyme　patternの出現を見出している．本研究で
は，人の肝癌におけるLDH　isozymeの変動につき，　disc
電気泳動法とIEF法により検討し，　H，　M　subunit組成
の変動に特徴的な傾向を認めたので，若干の基礎的検討成
績と併せ報告する・
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2．　実験材料および方法
　2．1研究対象
　1974年4月～1977年7月までの間に札幌医大癌研内科
に入院した肝癌症例よりえた血清および剖検時に採取した
肝および肝癌組織，1974年4月より1976年4月まで札幌
市内の産院で法的手続きを得た上で人工妊娠中絶が行なわ
れた在胎12週，28週の胎児肝組織，および札幌医大産科
で死産分娩の際に奇形を有していたため剖検された36週
の死産児肝組織，対照として，病理解剖時に得られた非腫
瘍性疾患症例の剖検肝，心筋，筋肉組織，さらにヒト贋帯
組織，健康成人の血清を使用した．各組織は，死後数時間
以内に得られたものに限り，直ちに使用，または，一200C
以下に冷凍保存し，用時融解して用いた．
　2．2　組織抽出物の作製
　各組織は，氷冷した生理食塩水でよく洗浄し，重量の4
倍量の生理食塩水を加え，Waring　blenderで破砕した
後，さらにPotter－Elvelhem型homogenizerで約2分
間ずつ3回磨…砕した．Beckman　Spinco　Model　F－2　UI－
tracentrifugeで1050QO　x　G，4℃，60分間遠心し，得られ
た上清を分析試料とした．
　2．3LDH活性の測定
　LDH活性は，　Boehringer　Mannheim社製のLDH
測定用K：it（LDH－UV　Test）を使用し，ピルビン酸を基
質とし，乳酸への還元率をNADHの340　mnにおける吸
光度の減少を初速度として求めた．反応は，0．63mMピル
ビン酸を含む燐酸緩衝液（pH　75）3m♂に，0．1　m♂の試料
を加えて混和し，約20分間，25℃で反応させ，11mM－
NADH，0．05　m♂を加えて直ちに1cmのcuvetteに移し，
島津U－V200分光光度計で，340　nmまたは366　nmに
おける吸光度の減少速度4E／minを求め，単位はUor
皿U／m貝国際単位）で表わした．試料は，測定精度を高く
保つために，吸光度の減少速度4E／minが，340　nrnで測
定する場合は，0．05／min，366　nmで測定する場合は，0．1／
min以下になるように生理食塩水で希釈した．
　2．4　Disc電気泳動法
　Dietzら8）の方法に準じ，濃縮ゲル（B，　D，　E液）は使
用せず，分離ゲルのみを使用した．分離用ゲルは，A液
（1N－HCI；481n♂，　Tris　base；36　g，　TEMED；0，33　mJ
を蒸溜水で1001nJにする），　C液（acrylamide；28　g，
Bis；0．735　mZを蒸溜水で100　mZにする）を作製し，　A液
2m，　C液4mZ，蒸溜水2m♂，0．！4％過硫酸アンモニウム
8m♂を加えて混和し，7％acrylamide　gelを作製した．
径0．5cm，長さ7cmのglass　tube　12本を使用した．試
料は50弩sucroseで等量に希釈し，分離ゲルの上に重層
した．電極液は0．01MTris－glycine緩衝液（pH　8．3）を
用い，200V定電圧，4℃3時間泳動した．　Gel内LDH
染色法は，Latner　and　Skillen法9）1こ準じ，反応液
（NAD；30　mg，　MTT；12　mg，　KCN；15　mg，　Methyl－
phenazorium　me亡hosulphate；0．8　nlg，　1M－Sodium
lactate；15　mZ，0．3　M－Tris緩衝液（pH　7．4）；30　mZをよ
く混和する）を作製し，370Cで1時間染色した．反応停
止，脱色には7傷acetic　acidを用いた，　Isozymeの分
画定量には，Ozumor　82　Densitometer（Asuka　Co．）を
用い，Filter　44（540　nm）で測定した．
　2．5　等電点分画法
　等電点分画法はSvensson　and　Vesterberglo）の方法に
より，LKB　8101，110　mZ容量のAmpholine　columnを
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使用し，carrier　ampholyteとして，　pH　3．5～10域の
Ampholine（LKB，　Sweden）およびsucrQse　gradient
を使用して行った．Column下端を陽極，上端を陰極と
し，電極液は，それぞれ，2弩phosphoric　acidおよび
ethylene　diamine溶液を使用し，試料1mZをcolu皿n
中央にapplyし，外套管を還流装置により冷却し，4QC，
800V，48時間分画した．分画終了後column下端か
ら2mZずつ分画を採取すると同時に，　Technicon社製
Autoanalyzerにより，　Hochella　and　Weinhouse法11）
の福田変法により，Fig．1のような且ow　diagramを作製
し，LDH活性の自動測定を行なった．反応液はChloride－
INT（3－p－nitropheny1－1－2－p－iodopheny1－tetrazolium），
Diaphorase（Diaphorase－DPN＋溶液），基質（91ycine
lactate溶液），0．4N－HCIを使用した．各分画のpHは，
Beckman　Expandomatic　SS－2　pH　meterにより20。C
で測定した．　また，Slabgel等電点分画法は，　Karlsson
ら12）に従い，LKB　2117　Multiphorを使用して行った．
Slabge1の組成は，　Table　1に示すごとくで，調整後，
gel作製溶液を26　x　12×0．3　cmのガラス板製polymeri－
zation　setに注入し，光重合せしめた．泳動中ge1平板
は恒温循環装置により5℃に保った．試料は，1．0×0．5cm
のWhatman濾紙No．44の紙片に，0．05　mZの試料を浸
み込ませ，Slabge1中央よりやや陰極側にapPlyした．
電極液は，陽極には1M　phosphoric　acid，陰極には！M－
NaOH溶液を使用した．泳動電流が40　mA以下になるよ
うに，約10分毎に段階的に電圧を上げ，最終的に1040V
で約90分間泳動した．
Table　l　Mα陀万α♂5∫b，’5♂α6　gθZ
　2．6豚LDH標品（LDH－1，　LDH－5）による
　　　hybrldization
　HybridizationはBoehringer　Mannheim社製豚
LDH－1（H4）400　U／mgと，豚LDH－5（M4）550　U／mgを
使用し，Markert13）の方法をmodifyし，0．05M－phos－
phate　bufEer（pH　7．4）を使用し，　LDH－1，　LDH－5を種々
の割合で混合し，LDH濃度0．5　mg／m♂以上の溶液を作製
し，最：終的にNaCl濃度1Mとし，一70。C，2時間凍結，
37℃，2時間融解操作を4回反復し，hybridizationを完
了した．
3．成 績
　3．1Dis 電気泳動法による工DH　isozVme分画値に
　　　関する検討
LDH　isozymeについては，　disc電気泳動法を施行後
densitometrγにより分画値を算出した．基礎実験として，
豚LDH標品を使用し，　LDH活性と算出した分画値との
関係を検討した．Fig．2に示すように，約7．5　mU／mZか
ら約100mU／mZまでは直線関係が得られた．従って，各
試料は，ひとつの活性帯が約100mU／m♂以下になる程度
に希釈して泳動した．
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　3．2　正常人血清および肝癌血清の工DH活性と
　　　1sozyme　patten
　正常人および肝癌症例の血清LDH活性を比較すると，
Fig．3に示すように，正常人では，130±18　mU／mZ（n＝
！2）であった．一方，肝癌患者では，303±142mU／mZ
（n＝7）であり，正常人に近い活性値を示すものから，非常
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Table　2Bo劉刀τ8読∫診渤班ゴ0η3（％）加η0ηπαZ，んゆα’0ηZα
απ4ん砂α痂∫∫5召閉駕ε
LDH－1 LDH－2 LDH－3 LDH－4 LDH－5 AFP＊
Norrnal　serums（n＝12）
Ac血te　hepatitis＊＊
Chronic　hepatits＊＊＊
Hepatoma　patiellts
Name　sex　Age（yrs．）
H．T．　Male
M．H．　Male
M．Y，　Male
S．K．　Female
I．N．　Female
I．C．　Male
50
49
51
46
54
59
33．3±2．3　　　45。4±2．8
27．7±3．6　　　　28．8±3．3
23．1±6．3　　　35．1±8ユ
27．7
23．4
30．6
26．8
12．1
17ユ
43．4
32．1
30．7
30．0
18．5
26．9
202±4．1　　　　1ユ±0．2　　　　　trace
13ユ±2．9　　　　5，0±2．2　　　52．4±14．9
22．4±7．3　　　13．7±4．0　　　　5．7±　4．9
22．9
31．1
22。5
31．3
47。2
24．0
6．0
！3．4
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5．7
trace
trace
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Fig．3　LDH　seru皿activities　in　patients
　　　　with　hepatoma　and　hepatitis　and
　　　　in　healthy　control　subjects．
に高値を示すものまで広い範囲に分布した．この事実は，
肝癌では，腫瘍組織の酵素活性，病期の差，組織型その他
多くの要因により血清LDH活性が変動するためと考え
られた．また，肝炎では，急性蜘こはLDH活性が非常
に上昇しているが，慢性化するに従いLDH活性は減少
し，正常化する傾向を示すものと考えられた．Table　2に
示すように，正常人血清LDH　isozymeはLDH－2が最：
も活性が高く，LDH－5は最も低い．　Isozyme定量値で
は，LDH－2＞LDH－1＜LDH－3〈LDH－4＞LDH－5の順
に分画値が減少した．他方，肝癌血清LDH　is・zymeは，
LDH－3，一4，一5の比率が増加し，　LDH－1，一2は相対的に
減少をみた．しかし，症例間でisozyme　patternに若干
の変動がみられた．また，肝炎では急性期にはLDH－5
が増加し，LDH－5＞LDH－4であるが，慢性化するに従
いLDH－5が減少し，　LDH－4＞LDH喝となる傾向を示
した．
　3．3　正常肝および肝癌組織のLDH活性と
　　　や1sozy皿e　pa士tern
　LDHは細胞内で可溶性分画中に存在する．肝組織遠心
上清内LDH活性への血液由来酵素活性の影響，特に，赤
血球LDHの関与は無視でぎないのではないかと考え，
まず，cyan・methemog1・bin法により混在するHb量を
測定し血液混入の指標とした．測定値はTable　3に示す
ように，0．34g／100　g　wet　weightで，　Nisselbaum　and
Boda亘sky14）の肝組織抽出物中のHb量0279／！00　g　wet
weightの値とほぼ近似し，その影響を無視して差支えな
いものと考える．Fig．4は正常肝および肝癌組織抽出物
中のLDH活性を比較したものである．肝癌組織のLDH
活性は，52．0±2．2U／mJ正常肝は439±3．9　U／m♂であり，
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Tissue Literature　data＊　　Our　data
Heart
Lung
Liver
Spleen
Skeletal　mus．cle
0．12
031
0．27
0．44
0．14
0．34
50
40
Literature　data＊：
　　Nisselbaum，　J．　S，　and　Bodansky，α14）
肝癌組織の方が高値であった．Table　4は正常肝，胎児肝
および死産児肝組織のLDH　isozyme　patternを示した
ものである．3ヵ月胎児より新生児期を経て成人に至るに
従い，LDH　isozyme分画値は，　LDH－1，一2，一3，一4の割
合が減少し，相対的にLDHr5のisozyme分画が増加し
ている．胎児肝のpatternは，　LDH－3＞4＞2＞1＞5であ
り，死産児肝では，LDH－5＞4＞3＞2≧1となり，成人肝
では，LDH－5が大半を占め，　LDH－5＞4．＞3＞2＞1とな
っている．M，　H　subunit含量をWerthamerら15）に従
い，次式より求めた．
30
20
10
O
n＝4 n＝3
　　　　　　Normat　Hcpatoma
Fig．4　Total　LDH　activities　of　normal　and
　　　　hepatoma　liver　tissue　extracts．
Table　4ム0剛77Z8読5彦7ゴう碗ガ0η5（％）痂η0η加♂α4㍑Z’5，
漉〃弔砲αη4ノ窃α〃♂び6r渉ゴ∬％88鋤7u6’∫
LDH－1 LDH－2 LDH－3 LDH－4 LDH－5 M＊／H＊＊
Fetus（3　months）
Stillbirth
Normal　adults（n＝4）
17．1
10．7
trace
　20．0
　1α7
1．5±0．1
　35．0
　17．6
5．9±0．8
　25．3　　　　　　　　　2．6　　　　　　　　　0．8
　22．！　　　　　　　38．9　　　　　　　　2．0
16．4±：2．5　　　76．．2±2．7　　　11β±1．8
M＊；Mshb岨it，．　H宰＊；Hsubunit
Table　5　Bo剛ノπ6読5’フー必碗fo箆5（％）勿h砂α孟。寵αあ08r’f53蹉θβ鋭πzo’5
LDH－1　LDH－2　LDH－3　LDH－4　LDH－5　M＊／H＊＊Edmondson’s　　　 　　　　AFP＊＊＊　　grade
Hepatoma　patients
Name　Sex　Age（yrs．）
H．T．　Male
S．Y．　Male
I．C．　Male
M．Y．　Male
M．1．Male
50　　　　4．5
61　　　　2．2
59　　　　2．0
65　　　trace
65　　　trace
13．6
10．5
3．0
7．9
2．9
25．0
17，5
11．9
28，6
279
45．5
21．7
19．8
47．6
485
11．4
48ユ
63．3
15．9
20，7
1，6
3ユ
5．6
2ユ
2．5
II　partially　III
　　　II
II
II
（＋）
（＋）
（一）
（＋）
（＋）
M＊；Msubunit，　H＊＊；Hsubunit．
AFP＊＊＊was　determined　by　the　Ouchterlony　method．
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　　　　　　　　　　　％・M。。。一f（H・M・）＋f（H・M・）≒踏邊’f（H’M・）＋f（HoM4）・…
　　　　　　　　　　　　　％丁盛エor　H＝％of　total　monomer（H　subunit　or　M　subunit）
　　　　　　　　　　　　　　　　　f＝percent　frequency　of　each　isozyme　of　the　pattern　scanned．
　　　　　　　　　　　　　　H4Mo＝LDH－1，　H3M1＝LDH－2，　etc．
胎児肝ではM／H含量比は0．8であるが，死産児肝では　　は変化し，Msubunitの比率が増加してくるものと思わ
2．0，正常成人肝では11．3±1．8であった，胎児期から新生　　れる．一方，肝癌組織では，Table　5に示すように，正
児期より成人へと成長するに従い，肝のisozyme　pattern　　画調と比較してLDH－1，2，3，4は相対的に増加している
。
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2000U／mZ　200　U／mZ　20　U／mZ　　　　　　55　U／mJ　　　　5．5　U／m♂
　　　　Fi奮．5（a）　　Slab　gel　isoelectrofocusing　Pa．tterns　　　　　　　　　　　　｝
　　　　　　　　　　of　pig　LDH－1　and　LDH－5、　　　　　　　　　　　　　　　”自．．．．噌．∴．．’．．．嚇…．．．．．．．『．晒．．κ．．．．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5（b）　　Slabgel　isoelectfofocusing　Patterns　of　pig
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LDH－1（2000　U／lnZ）and　LDH－5（55　U／mの．
が，LDH－5は相対的に減少している。そのうち，　LDH－5
＞4＞3＞2＞1のisozyme　patternを示す症例と，　LDH－4
＞5＞3＞2＞1のisozyme　patternを示す症例がみられ
た．また，各症例でMsubunit／H　subunit含量比は
1．6～5，6の範囲にあった．M／H含量比1．6の症例は，
Edmondson分類IIIの部分が一部に混在していた．　MIH
比5．6の症例はAFPが陰性であった．
　3．41soelectrofocusing　lこよるLDH　isozymeの分析
　　　とくにSlabge五法についての検討
　等電点分画法は，column法とSlabgel　electrofocus－
ing（GEF法）と平行して行なった．　GEF法では，　Fig．5
（a＞，Fig．5（b）に示すように，　LDH－1（H4）は陽極側に5本
のsub－bandに分離した．　sub－band数はLDH活性の低
下に従い減少し，LDH活性が約20　U／mZの試料では，1
本のbandを認めるのみであった．　LDH－5（M4）は，陰
極側に6本のsub－bandを認め，　LDH活性が約5．5　U／
mZの試料でもかなり明瞭にsub－bandを検出できる点で
LDH－1（H4）と異なっていた。
　3．5Column法（IEF）による人1，DHのpl　isozyme
　　 一正常と肝癌血清一
　人の血清および組織LDHをcolumn法で等電点分画
すると，Table　6に示すように，正常人血清では，　pl　4．7
に活性ピークをみるほか，p工4．2，5．5，6．1，6．7にそれぞれ
弱い活性ながらピークがみられた．一方，肝癌血清では，
pl　6．7と9，3に強い活性ピークをみる他に，　pI　4．2，4．7，
5．1，5．5，6．1にそれぞれ弱い活性ピークを認めた．心組織
では，pl　4．4，5．0～5．2の酸性側に強い活性が認められ，
pl　8．7～9．4の領域にもかなりの活性が認められた．これ
に対して，骨格筋では，pl　6．8とpl　8．7～9．5のアルカリ
領域に強い活性ピークを認めた．肝も骨格筋にやや類似し
て，pl　5．8，6．1，6．3，6．7，8．2～10，0の領域に強い活性を認
め，pl　4．3，4．7，5．3に低い活性ピークを認めた．踏帯は
pl　6．7に強い活性ピークを認め，　pl　5．5，6．！，9．0に弱い
活性ピークを認めた．LDH　pl　isozymeと通常のLDH
isozymeの関係を調べるために，正常肝組織を試料とし
て，column法で等電点分画した各分画をdisc電気泳動
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Table　6　Z508Z8c彦7ゴcρof舵∫げ五DH〆短漉。η∫（IEF）
Malor　fractiOns Minor　fractions
Normal　serum
Hepatoma　serum
Heart
Skeletal皿uscle
Liver
Umbilical　cord
4．4
4．7
5．0－5．2　　5．5
　　　　　6．7
　6．3　6．6
　　6よ5　6．8
5．8　6ユ　6．3
　　　　　6．7
6．7
　　　　4．2
　9．3　4．2
8．7－9．4
8．7－9．5　　　4．3
8．2－10，0　　4．3
　9．0
　　　　　5．5
4．7　　5．1　　5．5
4．7
5．3
5．3
6．1　6．7
6．1
6．1
6．1
5．．5　6．1
pl’s　with　underline　denotes　the　fractions　with　high　LDH　actMties．
〈a）
1．DH
200
100
50
ゾ
．・@4フ53
43
58
6」．
a3
6フ
pla2－1QO
pH
・12
・11
・10
．9
・e
・7
．6
・5
・4
・3
・2
・1
isozymeが泳動分離され，等電点分画操作前のLDH
isozyme　patternと同様の分画像を示し，等電点分画後
もdisc電：気泳動法によるLDH　iSQzymeとしてはi変化を
示さないことを確認した．pl　9．3付近のLDH活性は，
LDH－5，　pl　6．7，6．3，6．1のものはLDH－4，　pl　5．8，53
のピークはLDH－3，　pl　4．7，　pl　4．3のピークは，それぞ
れ，LDH－2，　LDH－1に相当した．以上のGEF法および
CQIunln法の結果から，等電点分画法では，通常の．電気泳
動法でみられるLDH　isozylneが更にsub－bandに分離
することを明らかにしえた．
　3，6ColUmn法による正常肝，胎児肝，死産児肝，肝
　　　癌組織のLDH　pl　isozyme　pattern
　人の正常肝組織抽出物のLDH　pl　isozyme　pattern
は，column法では，　Fig．6（a）に示すように，主な活性
ピークは，アルカリ側のpl　8．2～10．0の領域に幅広く存
在する活性帯と，中性側から酸性側にpl　6．7，6．3，6．1，5．8
Fr　　　10 20 30 40 50 6Q
罧．
，．…1騨
＝静嚢　’
洲
q判． レ・h．i
Fig．6　The　relation　between　the　isoelectrofocusi119
　　　　pattern　of　nQrmal　liver．　and　the　disc　gel　elec－
　　　　trophoresis　pattern；　（a），　isoelectrofocusing
　　　　pattern　of　normal　liver；（b），　distributions　of
　　　　LDH　isozymes　by　disc　gel　electrophore：sis
　　　　with　regard　to　each　of　the　samples　from　fr．
　　　　12（P工4．5）　to　fr．52　（pl　9．5）　after　isoelectric
　　　　fractionation．
法により再度分画し比較した．Fig．6（b）の左端のgelは，
column法により等電点分画したFig．6（a）のpl　4．5（分
画12）からpl　9．5（分画52）までの各分画を0。1　mZずつ取
り出しdisc電気泳動を行なうたもので，5本のLDH
LDH
100
50
a3
67
pH
．’ P1
・　・10
・9
・8
93　　。7
・6
・5
・4
・3
・2
・1
Fr． ！0 20 30 40 50 60
Fig．7　　1＄oelectrofocusing　Pattern　of　the
　　　　diluted　sample　of　normal　human
　　　　liver　LDH（760　mU／mの．
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にピークを有する活性帯に分画された．また，さらに酸性
側に，pl　5，3，4．7，4．3に次第に減少するピークを認めた．
Fig．6（a）と同一試料を希釈して，総LDH活性を760
mU／mZにして検討したのがFig．7である．　pl　9．3，6．7
6。3，5．8に活性ピークを認め，前者と比べると弱い活性ピ
ークは消失し，より単純なpatternを示していると考えら
れる・正常肝のLDH　pl　lsozyme　patternは，4症例で
LDH
m堀
200
10G
50
p15ｳ
餌ろ．7
PIG7
P】q3
p193
pH
・12
・11
弓0
・9
・8
・フ
・6
・5
・4
・3
・2
札幌医誌、1978
検討したが，若干の相違はあるが，アルカリ側のpl　9β前
後の活性ピークが圧倒的に高く，幅広く認められる点で類
似したpa亡ternを示した．死産児肝組織抽出物（総LDH
活性：約28000mU／m♂）のLDH　pl　lsozyme　pat亡emは
Fig．8に示すように，主な活性帯はpl　9．3にピークを有
し，pl　8．4～10．0に幅広く存在するものと，中性側から酸
性側にpl　6．7，6，3に活性ピークを有するものであった．
そして，さらに酸性側のpl　5．8，5．3，4．7に次第に減少す
る弱い活性ピークを認めた．胎児肝は小さく，得られる組
織量が少なく，試料として用いた肝組織抽出物の総LDH
活性は約11000mU／mZであった．胎児肝のLDH　pl　iso－
zyme　pattemは，　Fig．9に示すように，　PI　9・3，6・7，5・8，
4・7・4・3に活性ピークを認め，pl　9．3のピークは単一の幅
の狭いピークとなった、さて，肝癌組織のLDH　pl　iso－
zyme　patternは，　Fig．10（a），　Fig．10（b），　Fig．10（c），　Fig．
10（d）に示すように，各症例の主な活性ピークとしては，
アルカリ側にはpl　9．3を中心に，　pl　8．2からpl　10，0の
領域に強い活性ピークを認め，中性側には，pl　6．7，6．3，
6・1に強い活性ピークを認め，酸性側にはpl　5，8，5．3に
比較的強い活性ピークを認め，さらに，より酸性側にpI
4・7，4・3に非常に弱い活性ピークを認めた．総LDH活性
を760mU／mJに希釈した試料では，　Fig．10（e）に示すよ
うに，正常肝の場合と同様に弱い活性ピークは消失し，よ
り単純なpatternを示した．肝癌においても，質的に新
らしい腫瘍特異的pl　isozymeの存在を窺わせる成績は
LDH
lOO
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Fに　　10
Fig．8
4．3
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1soelectrofocusing　Pattern　of
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Fig・10（a＞Isoelectrofocusing　Pattern　of　hepatoma
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1soelectrofocusing　pattern　of　hepatoma
liver　LDH．　M．L　Maユe　65　yrs．
Fig．10（e）Isoelectrofocusing　Pattern　of　the　diluted
sample　of　hepatoma　llver　LDH（760　mU／
mの．H．T．　Male　50　yrs．
得られなかったが，量的には，pl　9．3付近の活性と，　pI
6．7～6．1領域の活性が同程度とみなされる症例，pl　9．3付
近の活性の方が増加している症例，P工6．7～6，1領域の活性
の方がむしろ増加しているとみなされる症例がみられた．
以上より，肝癌では正常肝と比較し，中性側のpl　6．7～6．1
領域と，酸性側のpl　5．8，5．3のpl　isozymeが相対的に
増加し，アルカリ側のpI　9．3付近のpI　isozymeが相対
的に減少する傾向が認められた．また，Fig．11に示すよ
うに，GEF法でも，肝癌では正常肝と比較して，アルカ
リ側の活性帯が減弱し，中性側の活性帯が強く認められる
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Fig。11　Slab　gel　isoelectrofocusing　patterns　of　norm眼l　liver　and　hepatqma　liver．
傾向を有し，column法と同様のLDH　pl　isozyme　pat－
ternの変化を示した．
　3．7豚LDH標品（LDH－1，　LDH－5）による
　　　hybridizationと，そのisozyme　pattern
　人の肝癌組織と正常肝組織の間に認あられるLDH　pI
isQzyme　patternの変動について，帥bunitレベルで検討
するためにhybridizationを試みた．試料として豚LDH
標石を用い，H，　M　subu且itの活性比率を，それぞれ，
1；1，1；5，1＝9，1116と変化させてhybridizationした試
．料を泳動し，各isozymO比率を測定した．この操作中に
酵素活性は平均約52駕の失活をみた．Fig．12，　Table　7，
Table　8に示すように，二項定理から計算された値と比
較すると近似した値が得られ，豚LDHについては，各
1sQzym 　patternは，　H，　M　subunitのrandom　com－
binationにより決定されていると推定される結果が得ら
れた．また，人LDHについては，正常人血清LDH（S－
LDH＞は，その大部分が赤血球に由来すると考えられ，
Table　8130撒ノ刀z84お力禰必z4オガ。π5（％）（6α／α匹一
Zαオθ461yろ勿0痂α島ん60フ：y）
　H4　　：　M4
N・h・…d・・a・…欝・．
1
1
1
1
1
5
9
16
●　o鴨　　　　　　　　．霊1三儀
　　　　擢1
　　　　コ蟹
　　　．廻臨
H4＝M4 H4 H3M　　H2M2　HM3
（％）　　（％）　　（％）
M4
（％）
1：1
1：5
1．二9．
1＝16．
6．25
0．08
0．01
0．01》
25．00　　　37，50
1，54　　　　！1．57
0．36　　　　4．86
0．07　　　　　1．84
25．00　　　　　6．25
38．58　　　48．23
29．16　　　65．6．！
19．62　　　78．47
Fig。12　Disc　gel　electrophoresis　patterns
　　　　　after　hybridization　of　pig　LDH－1
　　　　　and　pig　LDH－5．
Tab墨e　9　ムDHゴ50剛〃zθ♪磁孟8魏5　qプπoハ
　　　　　刀3αz∫82一％ηz，Z伽・召如・84αオαα雇
　　　　　αz♂6認α’64読z差α
Table　7。乙DH∫50劉刀躍読5彦ア’ガ～フ鷹ど。π∫（％）
のρ恕ゐDH妙6控4詑碗ゴ。π
Our　data
（％）
　　　　　　BinomialLitetrature　　　　　　distribu－　data＊　　　　　　　tion＊＊
　　（％）　　　（％）
H4：M4 H4　H3M　H2M2　HM3　M4
（％）　　（％）　　（％）　　（％）　　（％）
1：1
1：．．5
1：9
！116
3．6 22．0
亡race
trace
trace
49．4
12．2
2．1
8．0
21．2
39．5
34．5
20．8
3．8
4．8．3
63．4
71．2
LDH－1
LDH－2
LDH－3
LDH－4
LDH－5
33．3±2．3
45．4±4．8
20．2±4ユ
1ユ±0．2
　trace
21－33
36－46
23－32
1－6
0－5
3！．6
42．2
21．1
4．7
0．4
Literature　data＊；吉場朗27）
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Table　9に，本研究で得られたS－LDH　isozyme　pattem
と，参考のために吉揚のdata27）を示した，右端に二項定
理より得られるH：M＝3：1の場合のisozyme　pattern
値を示したが，近似した値が得られ，人LDHについて
もrandom　combinatiQnにより各isozyme　patternが
決定されていると推定された．次に，豚LDH－H，一M
subunit比率を変化させてhybridizationした試料を等
電点分画し，LDH　pl　isozyme　patternを調べた．　H：
M口1＝2，1：5，1：9，1：16でhybridizationして等電点分
画したpatternは，　Fig．13に示すように，　M　subunit
比率が増加するに従い，アルカリ側のpl　7．2～10．6のpI
isozyme活性が増加し，中性側から酸性側のpl　6．5，5。1
のpl　isozyme活性が減少する方向への移行を示すpat－
ternを呈した．人のLDHと豚LDHでは，等電点が異
なること，また，内木ら16）により報告されているように，
豚のH型LDHは等電点で失活しゃすい性質を有するこ
となどより，豚LDH二品で行なったhybridizationに
よるLDH　pl　isozymeの解析結果を，直接に人のLDH
pI　isozymeの分析結果と対比することになお問題が残る
と考えられるが，isozyme　patternの移行に注目するなら
ば，hybridizationによる豚LDH　pl　isozyme　pattem
でHIM比の減少に伴なうアルカリ側のpl　isozymeの増
加と，中性側から酸性側のpl　isozymeの減少，逆に，
H／M比の増加による中性側から酸性側のpl　isozymeの
増加傾向は，人の正常肝と肝癌の比較でみられた現象，即
ち，中性側から酸性側のLDH　pl　isozymeの増加がみら
れる事実と対比できるものと考えられる．従って，肝癌で
は，LDH　isozyme　patternの上で，正常肝のそれと比較
して，Hsubunitの増加する方向へ偏筒しているとみな
しえよう．今後，人のLDH　H，　M　subunitを単離精製
して検討を加えることにより，これらの現象をより正確に
把握しうるものと期待される．
4．総括および考按
　癌組織と正常組織の生化学的な相違については，いろい
ろな分野から研究が重ねられてきた．とくに酵素学的分野
では，古く，Warburg17）は，癌で解糖系の充進がみられ
ることを報告し，Miller　and　Miller18），　Potter19＞らは癌
における各種蛋白ならびに酵素の欠損を仮定した．さらに
Greenstein20）は，その広汎な研究に基づき癌組織では酵
素活性上の臓器特異性が失われ，癌特有の酵素patternを
示すことを報告し，Greensteinの法則として広く承認さ
れるに至っている．しかし，最近のMorris21）による一連
のminimal　deviation　hepatomaの発見，およびそれら
の諸性質の検討は，これまでの正常組織と癌組織に対する
考え方に大きな改変をもたらしつつある．癌とLDHに
関しては，Hill　and　Levi3）の報告に引続き，1959年，
Mark t　and　Mφ11er4＞が，“isozyme”の概念を導入して
以来，癌における酵素学的な特微を求めて，LDH　isozyme
の分析が盛んに行われてきた．現在まで，人の正常組織と
腫瘍組織のLDH　isozymeについての業績は，大別して，
P且eiderer　and　Wachs皿uth22）およびStarkweather　and
Schoch23）の報告で代表され，それぞれ異なった結果が得
られている．しかしながら，最近，各種蛋白，酵素の分析
に応用されている等電点分画法によるLDH　iSQzymeに
ついての報告は極めて少ない．本研究では，人肝癌におけ
るLDH　isozymeのdisc電気泳動法および，等電点分
画法による分画成績を検討し，上述の実験成績を得たが，
その変動について，以下順を追って考察を加えたい．
　4．1電気泳動法によるLDH　isozymeの分析
　LDHは，1950年，　Meister24）により牛心筋の結晶LDH
が電気泳動法により異なった分画に分離することが見出さ
れ，Markert　and　MφIler4）により“isozyme”の概念が
提起されてから，LDH　isozymeに関する広汎な研究が行
われた．Markertは，牛のLDHを使用し，　LDHはA
型，B型の2種類のアミノ酸組成の異なるsubunitから成
るtetramerであり，5種類のisozymeが存在すること
から，A，　B　2種類のsubunitのrandom　combination
により各isozymeが生成されると考え，これを実験的に
証明した．LDH　subunitの名称については，　Cahnら25）
は，心筋に多く含まれるものをHtype，筋肉に多く含ま
れるものをMtypeと呼称し，　H（；B），　M（＝A）の名称
が一般的に使用されている．本研究では，豚LDH臨急
を使用したが，H，　M　subunitの混合比を変化させて
hybridizationさせると，二項定理から計算される値と近
似したisQzyme分画値が得られ，　Markertの説に一致を
みた．H，　M　subunitは，それぞれ別個の遺伝子に支配さ
れ，monomerとして生成され，非共有結合によりran－
dom　combinationに基づきtetramerを形成していると
考えられている13，26）．従って，各細胞内で一定の割合で
H，Msubunitが生成されるとするならぽ，特定の細胞お
よび組織では，isozyme分画値の上でも二項分布を示すも
のと考えられる．正常人血清LDH（S－LDH）は，その大
部分が赤血球に由来すると考えられている．Table　9に
示したように本研究および文献27）的にも正常人S－LDH
isozyme　Patternは，二項定理の計算値では，　H　I　M漏
311の場合の値に近似しているとみなしうる．豚LDHを
使用した今回の初窃齪，におけるhybridizatiQn実験で
は，大約Markert13）の成績に一致しrandom　combina－
ti・n　theoryを支持する成績が得られたが，　Table　5に示
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した人の肝組織のisozyme　patternが理論的二項分布と
ズレを示していることは，肝組織では，肝細胞成分の占め
る割合は82～83％に過ぎず，他は三内系細胞，支持組織，
その他の細胞成分により占められている28）ことに起因す
るのであって，今後，各細胞の組成とisQzyme　pattern
を確定できれば，理論値と実測値がより正確に符合するよ
うになるものと期待される．
　4．2等電点分画法による■DH　pl　isozymeについて
　等電点分画法で人と豚のLDHを分画すると，通常の電
気泳動法で分離される5種類のisozymeのほかに多数の
sub－bandが観察され，　LDH　isQzymeにさらに多様性が
ある成績が得られた．福田29）は，SH還元剤（dithioth－
reitol）やD20の使用によってもLDH　pl　isozymeの
sub－bandの存在に変化が起らないことを報告し，これら
のmicroheterogeneityが単にLDH分子上のSH基の
変化により出現するのではないことを示した．LDHに
microheterogeneityの認められることについての報告は
少なからず存在する．例えば，通常の電気泳動法でK・en30）
は，マウス肝と筋抽出物にみられるsub－bandは，補酵素
や基質濃度によるのではなく，組織抽出雨中の何等かの因
子により，高次構造に相違が生じたためと推論している．
また，Fritz　and　Jacobson31Uま，マウス筋抽出物，ウサ
ギ筋LDH出品などをpH　8．5，　tris－HCユ緩衝液で高電圧
（25V／cm）で泳動した場合にsub－bandがみられ，低電圧
（4V／cm）で泳動した場合は観察されず，さらにsub－band
の鮮明化にはpHが関係していると報告している．等電点
分画法によるLDHのhetemgeneityの報告としては，
Dale　and　Latner32），　Chamoles　and　Karcher33）らの報
告がある．本研究でみられたLDH　pl　isozymeの多様性
の原因としては，現在のところ明らかではないが，2つの
可能性が考えられる．すなわち，ひとつは，本来，LDH
にはアミノ酸の一次構造上でheterogeneityが存在する
可能性である．いまひとつの考え方としては，泳動条件に
より観察される現象であるとする考え方である．後者に関
して，等電点分画した各試料を一つに集めて再びdisc電
気泳動を行うと，分画以前と同様のisozyme　patternが
得られたことから，LDH　p工isozymeのsu1〕一bandは，
LDHを等電点の状態におくことによってのみ観察される
分離現象で，可逆性の変化であり，等電点分画法を施行中
にsubunitへの解離および再結合が起り，新らたなiso－
zymeの生成が起るものでないことが考慮されるべきであ
ろう．従って，LDH分子が，　pHの僅かな変化に応じて
解離基の解離状態に微妙な変化を生じやすい性質を有する
ことも考えられ，これがLDH　pl　isozymeに多様性を生
じさせる可能性もあると考えられる．なお，この問題に関
し最近のKlose　and　Spielmann34）の報告はきわめて興
味深い・彼らはmouseの各組織LDH　isozymeをgeI
等電点分画法により分析し，、本報告と向様た分離pattern
の多様性を見出した．A笛nity　chromatographyセこより
抽出したA4，　B4，　X4についての12M尿素およびmercap－
toethano1処理，6M尿素中での等電点分画成績，2次元
等電点分画法などの成績より，これらの多様性は，A4，　X4
なとがpost－transcriptional　changeに基づぎA恥A珪，
現一X恥こ分れたためで，これらが会合することによりA4，
X4に数本のsub－bandが生じるとした．われわれのgel
等電点分画法による人，豚LDH　isozymeの分離pattern
では，LDH－M4のみならずLDH－H4でも多様性が見出
された．この事実は，Klose　and　Spielmann34）がA（＝M）
型LDHについて仮定した現象が，　B（＝H）型LDHにも
生じ，このpost－transcriptional　changeに基づき現一理
に分かれたため，これらが会合することにより数本のsub－
bandが生ずる可能性を示唆していると考えられる．
　いずれにしても，等電点分画法のごとき高分離能を有す
る分離法で始めて認めうるmicroheterogeneityである
と考えられる．今後，各sub－bandについて，旋光分散，
円偏光二色性，その他により検討し実証する必要がある
が，LDHの分析的研究を進める上で興味ある問題を提起
するものと考えられる．
　4．3周忌腫瘍におけるLDH
　Warburg17）の古典的業績以来，癌組織と正常組織は，
各種酵素において質的に差は認められないが，量的に活性
値や代謝調節機構に有意の差が認められることが確かめら
れてぎた．LDHに関しても，悪性腫瘍で一般に血清LDH
活性が高値であることが認められている．LDH　isozyme
については，P且eiderer　and　Wachsmuth22）は，人の各
種腫瘍に共通にみられる特徴は，Msubunitの増加で
あるとし，同様の報告は多数みられる。しかしながら，
Starkweather　and　Schoch23）は，　LDH－3の著明な増加が
各種の癌に共通に認められる特出であると報告し，前者と
対立している．一方，Kline　and　Clayton35）やSchapira
and　de　Nechaud36）は，ラット肝癌や一兵類の腫瘍では，
Htype　patternへの移動を示すと報告している．また，
Rosadoら37）は，ラット肝癌では，解糖系とLDH活性
およびsubunit組成の間には関係がないと報告してい
る．本研究では，人肝癌のLDH　isozymeにおいては，　H
subunitが増加している成績が得られた，ところで，
Nisselbaum　and　Bodansky38）は，下人肝，心しDH家
兎血清を使用し，精製人正常肝LDHと肝癌LDHに対
する阻害の程度を検討したところ，差はみられなかったと
報告したが，われわれも豚LDH－1，　LDH－5標品に対す
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る抗家兎血清を用い，人正常肝および肝癌LDHを，平板
内二重拡散法（Ouchterlony法）を使用して検討したが，
両者の沈降線は完全に融合し，抗原性は同一であると考え
られる成績を得た39）．最：近，Brummel　8’α♂．40）は，正常ラ
ット肝とMorris肝癌から抽出したLDH－M4のamino
末端とcarboxy1末端のアミノ酸分析を行い，前者はN－
acetylalanylalanineであり，後者はphenylalanineであ
り，正常肝と肝癌で差はなかったと報告している．悪性腫
瘍におけるLDH　p工isozylne　patternについては，既に
福田ら5・6），片山ら7）は，3’一Me－DABラット肝，胎仔ラッ
ト肝，成熟ラット肝のLDH　pl　isozymeの変化を比較し
て，DABラット肝と胎仔肝のLDH　pl　isozyme　pattern
が類似しており，LDHにもKnox41）が報告したfe亡alism
現象が認められることを報告している．また，人の白血病
細胞においても，LDH　pl　isozyme　patternにfetalism
現象が存在することが中野42）により報告されている．本
研究では，人の正常肝，胎児肝，肝癌組織のLDH　pl　iso－
zyme　patternを比較したが，人の肝癌では，　DABラッ
ト肝癌で報告された様な一定のpatternに収配するので
はなく，症例毎に若干の変動がみられた．さらに，人の肝
組織のLDH　pl　isozyme　patternと，豚LDH標品に
よるhybridizationの結果，得られたLDH　pl　isQzyme
patternの対比により，人の肝癌では，　HIM比が1＝2～
1：5の付近でhybridizationさせた場合のLDH　pl　iso－
zyme　pattemと類似し，これに対して，正常肝では，
H／M比が19付近のLDH　pI　isozyme　patternと近似
する成績が得られた・従って，肝癌では，正常肝よりも
H／M比が増大している点でいわゆるfetalism現象を示
しているとみなすことができよう．実験肝癌においては
NovikoE肝癌やMorris肝癌に代表される増殖の早い肝
癌と増殖の遅い肝癌の存在が知られており，各種性質の差
異は，増殖の早い肝癌では正常からの偏差が急ぎいが，増
殖の遅い肝癌では正常からの偏差が極めて少なく，正常肝
に類似することが知られている．人肝癌のLDH　pl　iso－
zyme　patternの変動についても，実験肝癌で見出された
現象と同様に，増殖の早い，組織学的により未分化なもの
では，正常成人肝と異なり，Hsubunitが著増し，むしろ
胎児肝に近いLDH　pI　isozyme　patternを示し，増殖の
遅い，組織学的に分化した肝癌では，正常肝に類似して
Msubunit量が圧倒的に多いLDH　pl　isozyme　pattern
を示すものと考えられる．また，等電点分画法では，それ
ぞれのLDH　isQzymeについて，さらにsub－bandに分
離する現象が認められたが，前述のごとく，その原因およ
びsubunh構造などの詳細はまだ解明されていない．肝
癌においても，先に述べたような，subunitの：量的変動
を反映していると考えられるLDH　pl　isozyme　pattern
の変動は観察されたが，質的に正常肝と異なる腫瘍特異的
LDH　pl　isozymeの存在を示す成績は得られなかった・
　4．4肝癌LDH孟sozymeのfetalism現象の意義
　　　について
　人の肝癌におけるLDH　isozymeのfetalism現象につ
いて，その原因ならびに意義については，今後に残された
問題である．癌細胞は自律的増殖を行ない，分化機能が低
下し いて，いわぽ胎生期細胞のような未分化な状態にあ
ると考えられている．この様な観点からすると，癌細胞に
おいては，各種酵素系は胎生期細胞に類似しているのでは
ないかと考えられ，胎生期のLDH　isozyme　patternを
調査，対比することは意義深いものと思われる．胎生期か
ら成熟期に至る成長過程に応じたLDH　isozyme　pattern
を検索した例としては，Flexnerら43）はマウスおよびモ
ルモット肝においては，胎仔肝と成熟肝ではLDH　iso－
zymeに著明な変動がみられることを報告している．また，
Markert　and　Ursprung44）は，マウスの各組織でLDH
isozymeの組成比は，発生が進むに従い移行現象を示し，
特に出生前後ではi著明に変化し，生後一定期間を経ると安
定して一定のisozyme　patternを示すと報告している．
最：近，Werthamer　6厩Z．15）は，人の胎生期成長過程にお
けるLDH：isozymeの変動について検討し，胎生3ヵ月
末では，心および肝のLDH－H，　LDH－M　Inonomerの
割合は，ほぼ等しいが，胎生7～9ヵ月になると，心では
Hmonomerが増加し，　M　lnonomerは減少し，また，
肝ではMmonomerが増加し，　H　monQmerは減少し，
次第に成人のisozyme　patternに近づいてくると報告し
ている．本研究でも，3ヵ月の胎児肝，死産児肝，成人肝の
LDH　isozyme　patternを比較してみると，　Werthamer
ら15）の報告と同様の変動が観察された・現在，癌胎児性蛋
白として，α一fetoprotein45），　CEA46）などが知られている
が，癌化により癌細胞では何等かの胎児性蛋白質が生成さ
れているとすれば，その生合成系および調節系にも胎児化
現象がみられるのではないかと考えることは，必ずしも不
適当ではないであろう．このような観点から考察すると，
LDHにみられるfetalism現象は，従来，解糖系の諸酵
素で報告されているaldolase47），　pyruvate　kinase48）など
にみられる現象との関連が推定され，癌化による細胞内生
合成機構および調節機構の変化に基づく各種の解糖系酵素
群の変動の一つとして，捉えられるのではないかと考えら
れる，また，糖新生系のFDPase49），糖蛋白生合成系の
Branched－chain　a皿ino　acid　transaminase50＞にもfeta－
1ism現象が報告されていることも興味深い．最後に，肝癌
LDHでHsubun三tの相対的増加がみられたことに関し
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ては，以下のように推論しえよう．すなわち，M型LDH
は，骨格筋のように，そのエネルギー源を解糖に頼ってい
る組織に多く，H型LDHは，好気記すなわち呼吸性代謝
を行っている組織に多いことが知られている．M型LDH
は，ピルビソ酸でNADHを酸化，乳酸を産生するのに
非常に効果的であるのに対して，H型LDHは，ピルビ
ン酸との反応性は，ピルビン酸が低濃度の場合は高いが，
高濃度になると基質阻害を受けて低下し，NADHをむし
ろミトコンドリアによって好気的に酸化されやすくすると
言われている51）．これらのH型，M型LDHの性質から
考えると，肝癌では，正常肝と比較してLDH総活性が高
値であることから，解糖系が充試していることが推定され
るが，その内容においては，正常肝に比べてH型LDH
が増加しているという現象により，正常肝の好気的解糖系
よりも肝癌の好気的解糖系の方が二進しているのではない
かと推定される．
5．結 語
　人の肝癌におけるLDHの変動を検討し，さらに，豚
LDH酵素盛相を使用し，　hybridization実験を行い，以
下の結論をえた．
　1）肝癌患者血清中の総LDH活性は，正常者血清より
も上昇している場合が多い．
　2）肝癌患者の血清LDH　isozyme　pattemは，正常
者血清と比較して，LDH－3，　LDH－4，　LDH－5が相対的
に増加しているという特徴があった．
　3）肝癌組織のLDH　isozyme　patternの特徴は，正
常肝組織と比較して，LDH－1，　LDH－2，　LDH－3，’LDH－4
の相対的増加と，LDH－5の相対的減少がみられることで
あった，
　4）豚LDH酵素三品を使用し，　H　subuniむとM
subunitの比率を変化させてhybridizationさせたとこ
ろ，LDH　isozyme　patternは，二項定理から計算される
値と近似した値が得られ，豚LDH　is。zymeはrandom
combinationにより生成されることが推定された．
　5）人のLDHおよび豚のLDHは，等電点分画法で
は，通常の電気泳動法に比較して，多数のsub－bandが観
察された．
　6＞人の肝癌，正常肝，胎児肝のLDH　pl　isozyme
patternを比較すると，人の肝癌では，　DABラット肝癌
にみられる様に一定の分離像に収記するのではなく，成人
肝と胎児肝の中間的ないしは胎児肝に近い像を示すことが
観察された．従って，LDHもK：noxのいうfetalism現
象を認める酵素の一つであると考えられる・
　7）肝癌組織でみられるLDH　pl　isozyme　patternの
fetalism現象は，　LDH　isozyme合成時のH，　M　subunit
の生成比率が，肝癌では，約1：2～115付近であり，正常
肝では，約1：9付近であるためと推定され，Hsubunit
の生成が，Msubunitの生成に比べ相対的に増加してい
ることに基づくと考えられる成績が得られた・以上の結果
より，肝癌のLDH　isozyme　patternは，正常肝と比較
して，酵素偏筒が認められ，これはfetaliSln現象として
捉えることができると考えられ，この現象は，subunitレ
ベルでは，Hsubunitの生成が相対的に増加している状
態を示していると推定された．
　稿を終るに当り，実験および論文の作成に際し，種々の
御教示を頂きました当教室の福田守道助教援，片山吏司博
士，中野良昭博士，また御協力頂いた教室員各位に深く感
謝いたします．
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